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．actomy（》sin（AM）系を以ってする筋肉の研究は
先ずその収縮機構の解明1’・▽t）に始まり，　actinと
myosinの結合とAMに．よるadenosinetripho－
sphate（ATP）の分解energyがこれに対応す
る3）一5）もの’と一応結論付けられている。
　次に弛緩に関しては収縮の場合におけるATP
の如くAM系に対し特異的に働くものの存在は
認められず，　高濃度ATP，　pyrophosphate，　sa－
lyrgan等数多くのものがATP短縮したglycerol
筋を一定荷重下において伸展せしめる事実等から
して，contractionのactive　prOcessに対しpa－
ssiveなprocessであろうと想定されている3）窄5）。
　われわれが弛緩機構を論ずる場合に上記弛緩作
用の中で最も注目されるのは，やはり生理的に現
存するATP（高濃度）に・よる弛緩作用である。し
かしてさらに興味を引かれるのは最近Marsh6’・7），
Bendalls’・9），　Lorandi⑪），江橋11）等が生理的濃度の
ATPでも筋肉の抽出液と共に作用させた場合，
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2）　Szent－GyOrgyi，　A．　：　Chemical　Physiology　of　Con－
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glycero1筋の仲南を可能ならしめると報告したこ
とである。
　彼等はそれぞれの抽出法で弛緩因子を得，これ
等の作用をBendallはmyokynase，　LGrandは
creatine－phosphopherase（CP－pherase）の酵素作
用であることを純粋な酵素について実験を行い亙
いに強調しているが，ATPの再合成が弛緩に対
応するという点では両者の見鮮は一致している。
なtb”s　BendallはATP再合成の他になん等かの
複雑な機構の存在を推定しLorandは他のATP
合成系においても同様な結果が得られるのではな：
いかということを示している。
　われわれは彼等が筋肉の抽出液を用いたのに対
し溶血中にもtransphosphorylasei2）・13）は存在す
るのでこれ等の酵素系を用いて91ycero1筋の伸
展を期待し，両者の共通性を追求することにより
弛緩因子を解明せんと試みた。
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　　　　　　　　　実験方法
　1）血液中の弛緩因子とATP混合液の作製。乾熱滅菌
した注射器を以て人」血液を採り硝子棒で静かに感官脱線漏
した後血清と血球を遠心分離，血清を16x10－2MKC1で
3倍，赤血球を蒸溜水で3倍に稀釈強く提訴して溶血せし
め，両者を2＝3の割に混和K十Naの濃度を16　x　10－2M
に補正した。
　この弛緩因子のglycerol筋に対する作用を検する場合
には上記溶血液が2倍量に稀釈され終濃度4×10－SM　ATP／
16×10－2M　K：／5×10－3M　MgCILi，　pH＝7になるように混和
しこれ等を所定のr1寺間22．Cの温浴中で反る薗させた後使用
した。
　2）筋肉弛緩因子とATP混合液の作製。筋弛緩因子は
Bellda11の方法で抽出（M・B－Fator），溶血弛緩因子と同様
に4xlo司｝M　ATP！16×10一L’M　K：／5×10－1～M　MgC12，　pH＝7
として使用した。なおこの混合液は1／3量のM・B－Factor
を含みincubateの「1寺聞と弛緩効果との関係を見る場合
はさらにこれを1／3或は1／4に稀釈した。
　3）glycerol筋l　A．　Szent－Gy6rgyiに従って作製し
0．3～0．4×20mmに分離して使用した。
　4）glycerol筋のmechanOgram　：メL山｛4）に従って
isQtonic　lever　をで転用，　荷IK，L　200　mg，　Il寺1湖目盛5分，　液
温22℃で実施した。
　5＞ATP：われわれの教室で抽出せるBa－salt（free
ATPとして純度40％）を用に臨んでK－3al七として使用。
　6）creatine　phosphate（CP）の定量法：A．　M．　Alk・
seeva法を改良した宮崎勒の方法により上記弛緩因子と
ATPの混合液を過塩素酸で除蛋白後測定した。
　7）7分水解燐（7／P）の定旦：CPの定量の場合と同
様に過塩素酸で除蛋白し，1N塩酸で7分rmH　loo℃温浴中
にて水解後Bodanskyの方法で無機燐を測定した。
実　験　成　績
　　　　実験1：溶血弛緩因子の弛緩効果及び
　　　　　　CH，，1・COOKとNaFの影響
　Fig．1に見る如く溶血液とATPを30分incubateさ
せこれをglycerol筋に作用させると，．ATPだけでは伸展
を来たさない条件で短縮に続いて明らかに弛緩が見られ
る。またこれにCH21・COOK：を加え．てincubateさせた
ものは弛緩が強くおさえられ，NaFを加えた場合も弛緩
作用の滅弱が見られた。なおこの場合に用いたCHel・
COOKI及びNaFはglycerol筋に対して殆ど影響のない
濃度である。
　　実験2＝溶血液とATPのincubate時聞と
　　　　　　　　　弛緩効果との関係’
　Fig．2，1，3を順次に検討して見ると，　Fig．2は10分，
Fig．1は30分，　Fig．3は60分間incubateしている。
しかして弛緩効果は30分の場合が最も強く次いで60分，
　Fig．　1．　Effects　of　human　hemolysate　as’a
　　　relaxing　factor　and　inhibi七ion　of　the
　　　relaxation　by　CHv工・COO］K　Qr　NaF．
　　　（lncubation　time　of　mixture：　30　min．）
Each　rnix七ure　contains：
　A．　4×10　3M　ATPI16　×　10－L’M　K：C1／5×10『3M　M：gCIL・
　B．　A十hemolysate
　C．　A十hemolysate十CH・1・COOK（12×10”“M）
D．　A＋hemolysate十NaF（15×10u”M）
E一　A＋hemolysate＋glucose〈2×10－zM）．
Temperature：　220C．　Time　marks：5　min．
　Fig．　2．　Aceelerating　eft‘ect　of　glucose　on
　　the　relaxation　induced　by　hemolysate．
　　（lncubation　time　of　mixture：　10　min．）
Eaeh　mixture　contains：
A．　4×lo－r）M　ATP！16×10－2M　KCI／5×lo－iiM　Mgcls
　B．　A－Fhernolysate
　C．　A十hemolysate十glucose（2×10－L’M）．
Temperature：　22＝C．　1”ime　marks：　5　min．
14）丸ill：札1暁医誌5，169（1952）． 15）宮崎・他：札幌医誌5，300（1954），
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　Fig．　3．　The　relaxation　eaused　by　prolonged
　　　ineubation　of　ATP　and　hemolysate．
　　　〈lncubation　time　of　mixture：　60　min．）
Each　mixture　contains：
A．　4　’×　lo　一＋3M　ATP／16　×　10－2M　KCI／5　×　lo－3M　MgCI2
　B．　A十hemolysate　’
　C．　A十hetnolysate＋glucose（2×107L’M）．．
Temperature；　22’C．　Time　marks：　5　min．
10分の順である。このことは弛緩効果をあらわす場合に
incubation　timeに一定のmaximumがあることを示し
ている。
　　　　　実験3二葡萄縮による弛緩効果の促進
　Fig．2に見る如く10分incubateの場合葡萄糖を加え
ない揚含は未だ充分弛緩効果をあらわしていないが，葡萄
糖を添加せるものはglycerol筋を弛緩せしめている。こ
れに反しFig．1，3の場合はglucose添加の例が弱い弛
緩作用を示したが，　このことはglucose添加の場合in－
cubate時間の【naximumが10分前後にあり次第にその
　　　　Fig．　4．　The　relaxation　induced　by
　　　　　　　M．B－Factor　and　ATP．
　　　（lncubation　time　of　mixture：　5　min．）
Each　mixture　con七ains：
A．　4×lo一：’・M　ATPI　16×10－tlM　KCI／5×10一：M　MgCIL）
　B．　A十M・B－Factor
　C．　A十M・B－Factor（1／4）．
Temperature：　22　“C．　Time　marks：5　min．
亀
　　　　　Fig．　5．　The　relaxation　induced　by
　　　’　M．B－Factor　and　ATP．
　　　　（lneubation　time　of　mixture：　60　min．）
　Eaeh　mixture　contains：
　　A．　4×10－3M　ATP／16×10－2M　KCI／5×10－3M　MgCl，，
　　B．　A＋M・B－Factor
　　C． A＋M．B－Factot（1／3）．
　Temperature：　22”C．　Time　marks：5　min．
作用が減弱したと考えるべきであろう。
　　　実験4：M・B－Factorの濃度及びincubate
　　　　　　　　高聞と弛緩効果との関係
　Fig．4，5に示し．た如くM・B・FactorとATPをin－
cubateさせる時聞が5分の場合はfactor濃度の濃い方
が強い弛緩効果を示し，60分．の場合は薄いものが溶血因子
の如き弱い弛緩効果をあらわした。このことはfactor量
の少ないもの程長時問のincubationが必要なことを示し
ている。
　　実験5：7／Pの減少及び合成されるCPの有無
　溶血因子とATPを混合しこの7／Pを追求して見ると
その減少が見られたがCPの合成は全然証明出来なかった
（Fig．6参照）q
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　Fig．6．　Disappearance　of　added　ATP（7／P）
　　　　　　in　tbe　incubation　mixture．
The　mixture　con七alns：
4×10－PM　ATP／16×10　一L’M　1（CI／5×10『sM　MgCIL）
　and　hemolysate．
Temperature　22℃。
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以上の各成績は数回の実験によりその再現性を確めた。
　　　　　　　　　　考　　　按
　以上溶血弛緩加子による弛緩効果について種々実験を行
ったが，これ等の成績について2，3の考察を加えて見る。
　L　溶血弛緩因子の弛緩作用：Fig．1～3に示された如
く溶血中には明らかにATPとincubateするこ．とにより
glycerol筋を弛緩せしめる因子の存在が認められる。　こ
のことはBendall，　Lorand等の報告した弛緩因子と全く
同じ成績である。但し溶血の場合は弛緩効果弱くM・B－
Factorを稀釈したものと同様（Fig．4，5参照）であるこ
とから，恐らく作用機序は同じであるがM・B－Factorよ
りも因子の濃度が稀薄なためであると解される。なおFig．
5の稀釈されないM。B－FactorとATPを60分間incu－
baしeさせた場合弛緩効果が滅ずることは横山も認めてい
るが，この例の如く収縮を促進した享実は著渚の他の例に
湿ても見られなかったことでこれについてはさらに．検討を
要する。
　II．溶血弛緩因子の本態：　1）この闇題を論ずる場合
に：敢要なことは先ず弛緩因子の本態が酵素（作用〉である
かどうかということである。
　この点を明かにするために著者はincubate時斤・liを変
えてこれと弛緩効果との関係を比較して見た。その結果弛
緩因子とATPのincubate時間というものがかなり質要
な意義を持っていることが実験2において明かである。即
ちincubateしない溶血液＋ATPそのままでは弛緩効果な
くまた一定の時間を超過したものも家第に弱い弛緩作用を
示した。この点からしてpyrophosphate，　salyrgan等の
chemical　agentと区別することが訂能であり，　chemical
agentであれば当然時間的変化はない筈である。
　また弛緩作用が酵素反応のinhibitorと考えられる
CH21・COOK：，　NaF等により影響されることによっても酵
素であるとい5ことは裏付けられる。即ちincubateの閥
の反応がinhibitorにより抑制されたと解すべぎであろ
50
　2）以上弛緩因子の本態は大体醸素であるが，弐にはそ
の酵素がどんな酵素であるかということが問題となってく
る。
　Bendall及びLorandは彼等の弛緩因子についてそれ
ぞれmyokinasel　GP－pheraseの純粋なもので実験を行い，
大体彼等のfactorなるものの本態もそれぞれのATP合
成系の酵素に求めている。これに関し横山le’）はCPの合
威能の検討から，Bendall－Factor9）とLorand－Factorlo’）
では相異なることを証明し，前者にはCPの合成能なく後
者にはCPの合成酵素の含まれていることを指摘して
いる。
　著者も横山に従ってCPの合成を検して見たが，　Fig．6
身に示したように全然CPの出現なくCP－pheraseの溶血血
中における存在は先づ考えられない。　しかるに7！Pは減
少しているのでATPの分解は明かである。このATPの
分解が弛緩作用の関係のない系において行われたと考える
こ も出来るが，弛緩作用とincubate時間との関係を考
えATPとincubateして始めてその作用をあらわす点か
らして，溶血液中に存在する弛緩因子としての酵素がATP
と反応しているものと解すべき’であろう。きらに弛緩作用
がCH，・1・COOK：，　NaF等により抑制され葡萄糖によって
促進されることを併せ考えるならば，この酵素はglycol－
ysisに関係あるhexokinase，　phosphohexokinase以一ドの
酸素系であろうと推定することが出来る。
　次にこれ等のphosphokinaseのpH　optimum，　inhibi－
tor，　stability等を検討して見る。　K　Baileyi7）によれ
ばhexokinaseは葡萄糖または高塩濃度中でなければpH
7では急速にactivityがなくなりpH　7．9と38℃の環境
では5分間で完全に非活性化される。pH　optimumは
pH　8でCH21・COOK：により抑制されNaFも弱い抑制作
用を示す。またStumpf18）によればphosphohexokinase
は幅の広いpH　op七im㎜を示し5－11位で6と9に2つの
peakがありiodoacetamidにより抑制される。これ等の
ことからして大体安定度は低く以前にBendallが報告し
たことと一致し，pH　7で充分活］1生はあるということが出
来る。なおinbibitorの問題に関しMarshは彼の
factorについてCH21・COOKはac七ivityを抑制する作
用はないといっているが，筋肉の抽出液は酵素の濃度が大
な ためであり同濃度のinhibitorでは溶血因子の如く薄
い場合に抑制作用が判然とあらわれるのであろう。この意
昧でわれわれの用いた溶血因子はinhibitor及びactiva－
torの効果を見るのに好都合であった。以上のことからし
てこれ等のphosphokinaseがわれわれの弛緩因子の中で
大きな役割を演じているものというくとが出来る。
　Ill．弛緩因子の作用機構に対する見解：　前項で著者
の溶血弛緩因子が酵素であり，chemjcal　agen七でないこ
とを結論したが，その作用弱くこれを以て筋肉の弛緩に対
応すると考えることは出来ない。しかしこれ等の酵素は血
液に含まれるような少量ではなく，実際には筋肉申に多量
に存在していて充分弛緩効果を現わし得るものと想定する
　ことが1－H，？．る。
16）横山：生体の科学6，129（1954）．
17）　Bailey，　K．　et　al．：　Biochem．　」．　42，　60　（1948）．
18）　Stumpf，　P．　K．：
　　（1951）．
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　夢（に酵素作用と弛緩の問題であるがこれにはなお多くの．
難点があり，弛緩に際し酵素反応そのものがAM－ATP系
と重要な関係を有するものか或は反応のproductがche－
mical　agent的に作用するものか全く不明である。
　Weberig’，2。）は弛緩因子とATP濃度との関係を検討し
因子がATPによるATPaseのEigenhemmungを低濃
度側にずらす作用の．あることを強調し，ATP分解の阻止
が弛緩因子の作用機．序であろうと結論．している。また
Bendall，　Lorandによるmyokinase，　CP－pheeaseの
ATP再合成系における実験も事実であり，著．者の酵素系
において．もATPの再合成を主張することも出来る。
　しかしATP再合成と弛緩との関係は明かでなくやはり
Bendallや横1⊥【のいう如く，　ATP再合成の他にWeber
のATP分解阻止及びさらにATPとfactorとの問の複
雑なreaction　complexが明かに．されなければならない。
　　　　　　　　　　　　結　　　語
　　1）溶血液中にATPと共存下に91ycero1筋を
弛緩せしめる物質の存在することを確め，この物
質が酵素でありchemical　agentでないことを実
証した。
　　2）この酵素はCH21・COOK及びNaFによ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロり抑制され萄葡糖によりactivateされるこ．とか
ら91ycolysis．に．関係のあるhexokinase，　phosp－
hohexokinase等の酵素系であろうと想定した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日召禾029．12。28受f・」‘）
Sum血ary
?
　　　1）　lt　has　been　revealed　that　human　hemolysate　contains　a　factor　inducing　relaxation
of　glycerinated　rabbit　muscle　fiber　in　the　presence．　of　ATP，　and　that　this　factor　is　an
enzyme　and　not　a　chemical　agent　such　as　pyrophosphate　etc．
　　　2）　The　relaxatiQn　occuring　with　the　factor　（human　hemolysate）　and　ATP　was　inhibi－
ted　by　mono－iodoacetate　or　sodium　fluoride　and　activated　by　an　addition　of　glucose　during
the　incubation　of　the　factor　and　ATP・．　Hence．　it　．is　suggested　that　the　aforesaid　factor
may　be　the　enzymes　in　glycolysis　e．　g・　hoxokinase，　phosphohexokinase　etc．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Receivod　Dec．　28，　1954）
，
19）　Weber，　H．　H．　＆　Hasselbaeh，　W．　：　Biochim．　Bio－
　　phys．　Ac七a　11，160（1953），
20）　Weber，　H．　H．：
　　（1953）．
Biochim．　Biophys．　Acta　12，　150
